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Eamitfill *ur AnabOEB PrSnaratlftn von Substanzen In Mlkrollter- und 
Submlkroltter-Volumlna und Verfahren gy seiner Herstelluna 

Die vorllegende Erfindung betrlfft eln Formteil zur Analyse und Praparation von 
Substanzen. 

5 Die Entwlcklung der Bfotechnologie in den letzten Jahren, insbesondere im 
Berelch der Proteom- und Genom-Forschung verlangt nach effizlenter Analytlk 
be) ailgemelner Reduktion der Proben- und Reagenzlenvolumlna. Aufgrund der 
zunehmenden Parallellslerung der Untersuchungen bestehen hohe 
Anforderungen im Bereich einer elnfachen, praktikablen und dkonomisch 

10 vertretbaren Probenvorbereitung, um eine Charakterisierung von Kleinstmengen 
zu erlauben. 

An entsprechende Probenvorbereltungsschritte werden vlelfSltlge Anforderungen 
gestellt, dabel mussen 

a) Verluste an Probenmaterial gerlng gehalten werden, 
15 b) Moglichkeiten zu einer ausfalisicheren Automatisierung gegeben sein, 

c) Analysen von Analyten in niedriger Konzentration neben anderen Analyten mit 
hoherer Konzentration moglich sein, 

d) Probenvolumlna im (jl und sub-pl Bereich verarbeltet werden konnen, 

e) moglichst universell einsetzbare Einheiten fur eine Vielzahl verschiedener 
20 Verfahren geschaffen werden. 

US 5 f 833,927 betrifft eine Vorrichtung, mit der eine Komponente aus einer 
FIGssigkeit gebunden werden kann. Die Vorrichtung 1st in Form einer 
Pipettenspitze ausgebildet. Die Bindung erfolgt an einer Membran, die sich quer 
zur Flussrichtung in der Pipettenspitze befindet. 

25 WO 88/09201 betrifft eine Vorrichtung zur Trennung und Reinigung von 
Molekulen durch Adsorption der Molekule an einer Matrix. Hierbei ist ein 
Chromatographiematerial in einer Pipettenspitze eingeschlossen. 
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Nachteillg an diesen Vorrlchtungen 1st, dass sle groBe Totvolumlna auftoeisen, 
die Insbesondere belm Umgang mlt Probenvolumlna im Mlkrollter- und 
Submikroliterberelch inakzeptabel slnd und dass sie aus verschiedenen 
5 Materlalien zusammengesetzt slnd. 

Zur Oberwlndung der Problematlk des Totvolumens beschrelbt WO 98/37949 eln 
Verfahren zur Erzeugung elner Struktur, die slch Innerhalb elner UmhQIIung, 
belsplelswelse elner PIpettenspltze, befindet. Dlese Struktur kann als sorbtlver 
Oder reaktiver Trager dienen, jedoch fuhrt die Verlagerung der Struktur In den 
10 Plpettenspltzenauslauf zu gravlenenden Funktlonsstdrungen und schlechter 
Reprod uzlerba rkelt 

Dlese Probleme versucht die WO 01/07162 dadurch zu umgehen, dass auf der 
Inneren OberflSche elner PIpettenspltze elne Beschlchtung aufgebracht wlrd. Hler 
bestehen jedoch nachtellhafterwelse die PIpettenspltze und die Beschlchtung aus 
15 zwei unterschledllchen Materlalien. 

Das Problem der schlechten Reproduzierbarkeit und des schlechten Auslaufs der 
WO 98/37949 versucht die US 6,416,716 dadurch zu losen, dass in die Wand 
eines GefaBes Teile eines Separationsmediums eingebunden sind. Nachteillg ist 
jedoch auch hler, dass unterschledllche Materlalien kombiniert werden mQssen. 

20 Bei elner zunehmenden Verklelnerung der ReaktionsgefaBe, Pipettenspitzen, etc. 
Ist das EInbringen eines zweiten Materials zunehmend komplizierter. 

Brazilian J. Med. Biol. Res (1994) 27: 1507-1516 beschreibt ein Verfahren, bei 
dem Nylon-6-Kugeln in Ameisensaure aufgelost und dann prazipitiert werden, 
wodurch schwammartige Strukturen und kolloidale Suspenslonen erhalten 
25 werden konnen. An diese konnen dann Enzyme gebunden werden. 
Entsprechende Schwamme und Suspenslonen konnen nur schwer zu 
praktikablen Tools fur die Mikroanalytik verarbeitet werden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Formteile zur Analyse und 
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PrSparation bereitzustellen, die die genannten Anforderungen erfOllen und dabei 
Nachtelle des Standes der Technlk Oberwlnden. 

GeI6st wird die Aufgabe durch eln einstflckiges Formtell aus Kunststoff zur 
Analyse und Prflparatlon von Substanzen mit mindestens einem 
5 Oberfiachenberelch und einem Innenberelch, wobei der mindestens eine 
Oberflachenbereich ein offenporiges, dreidimensionales Netzwerk 1st. 

"EinstQckig" im Sinne der Anmeldung bedeutet, dass das Formtell aus einem, 
chemisch elnheitllchen Ausgangsmaterlal besteht. 

"Innenbereich" 1st der Teil des Formteils, der nicht Teil eines 
10 Oberfiachenbereichs 1st. 

ErfindungsgemSB wird ein Formtell aus Kunststoff bereitgestellt, das zur 
Analyse und Preparation von Substanzen geeignet 1st. An der Oberfiache 
exlstiert mindestens ein Berelch mit einem offenporigen dreidimensionalen 
Netzwerk. Die Formteile eignen sich zur Behandlung von Proben im Mlkroliter- 
15 und Submlkrollter-Bereich. 

Bevorzugt 1st der Innenbereich frei von offenen Poren. 

Besonders geeignete Kunststoffe fur die Formteile sind Polyamide, 
beispielsweise der Typen PA6, PA66, PA46, PA12, Polysulfone, Polyester und 
Polycarbonate. Auch Copolymere der entsprechenden Materialien und 
20 Mischungen derselben sind moglich. Das gesamte Formteil ist jedoch einstuckig 
aus dem gleichen chemischen Material aufgebaut. 

An die entsprechenden Formteile konnen Reaktanten gebunden sein. 

Besonders geeignete Reaktanten sind: 

• Proteine, Proteinderivate und Peptide, z.B. Antikorper, Antigene, Lektine, 
25 Heparlne, Protein A, Protein G, Enzyme wie Proteasen, Phosphatasen, 
Glycosidasen, Lipasen, etc.; 

© Nukleinsauren, z.B. Oligo- und Poiynukleotide, DNA- Oder RNA-Fragmente; 
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• Kohlenhydrate wle Monosaccharide, Dlsaccharide, Glycogen, Starke, Dextrane 
und komplexe Kohlenhydrate; 

• Llplde wle Trlacylglycerine, Sterolde, Phosphoglycerlde, Ganglloslde; 

• Affinitatsllganden, z.B. Chelatblldner, Cibacron Blau; 

5 ♦ Effektoren von Enzymen wle Inhlbltoren, Aktlvatoren, Substrate, Cosubstrate. 

Entsprechende Reaktanten kiinnen an elnem Oder mehreren 
Oberflachenberelchen des Formtells gebunden seln. Es konnen auch 
verschledene Reaktanten an verschledenen Oberflachenberelchen gebunden 
seln. 

10 Die Herstellung multlfunktloneller Schichten durch mehrfach partlelle Aktlvierung 
der Oberfiache des Formtells und deren BestQckung mlt unterschledllchen 
Reaktanten erlaubt elne Abfolge von aufelnander folgenden Reaktlonen im 
Mlkrollterberelch ohne aufwendlge Zwlschenschrltte. So k6nnte belsplelswelse In 
elner Pipettenspitze In der unteren Schicht elne kovalent gebundene Protease 

15 Peptide erzeugen, die In der darilber llegenden Schicht durch hydrophobe 
Blndungen aus der ReaktionslOsung entfemt werden und nach Elution Im 
Massenspektrometer untersucht werden kdnnen. Dies 1st In Flgur 10 dargestellt. 

Die Reaktanten kdnnen kovalent, lonlsch, Ober Komplexblldung Oder durch 
hydrophobe Wechselwlrkung gebunden seln. Die Blndung kann unmlttelbar 
20 erfolgen oder mlt Hilfe von Linkern. Das Formtefl kann belsplelswelse als 
Pipettenspitze, SchlauchstGck, Stab, Einzel- oder MehrfachgefaB, 
Mikrotiterplatte, Tauchkorperkugel oder Platte ausgebildet seln. 

Gegenstand der Erfindung 1st auch ein Verfahren zur Herstellung der Formteile. 
Hierbei wird ein einstflckiges Formteil aus Kunststoff an mindestens elnem 
25 Oberflachenbereich partiell gelost, so dass ein offenporiger Oberflachenbereich 
entsteht, der ein dreidimensionales Netzwerk bildet. Dabei kann gleichzeitig, 
vorher oder nachtraglich zur partiellen Losung des Oberflachenbereiches eine 
chemische Aktivierung des Oberflachenbereiches erfolgen. 



WO 2005/005047 



PCT/EP2004/051416 



Das Verfahren 1st dadurch gekennzelchnet, dass die Kunststoffbberfiache durch 
ein flQssiges Reaktionsmedlum angelfist wlrd und durch elnen Wechsel des 
fldssigen Mediums die angelttste Oberfiachenstruktur erhalten blelbt bzw. durch 
Ausfailung elne dreldlmenslonale Struktur entsteht. Hlerdurch erfblgt elne 
5 erhebllche OberflSchenvergrdBerung, die fQr die Anblndung von Substanzen 
benutzt werden kann. 

Die genauen Verfahrensbedingungen sind erwartungsgemSB abhSnglg vom 
elngesetzten Kunststoff und kfinnen durch elnfache Experlmente fQr ein 
gegebenes Material optlmlert werden. Sowelt nur elne Anldsung der OberflSche 
10 gewQnscht wird, sind z.B. fQr Polyamide besonders geeignete Lbsungsmittel 
gesattigte wassrige Phenollosung Oder 85%lge Ameisensaure. Soweit glelchzeitlg 
elne Freisetzung welterer reaktlver Gruppen erfolgen soil, elgnen sich 
insbesondere Sauren wle SalzsSure (> 2,5 M). 

Die Einwirkdauer hSngt u.a. ab von dem Oberflachenmaterial, moglicher 
15 vorheriger Oberflachenbehandlung und der Temperatur. Sie Hegt allgemein im 
Berelch von 10 sec bis 10 min, bevorzugt im Bereich von 30 sec bis 3 min. Im 
Falle einer gewQnschten Freisetzung welterer reaktlver Gruppen an der 
Oberflache durch Spaltung von Bindungen im Kunststoff betragen diese 
typischerweise zwlschen 1 und 10 h, bevorzugt zwischen 2 und 3 h. Nach 
20 Einwirken dieser Reaktionsmedien auf den oder die Oberfiachenbereiche erfolgt 
ein Wechsel der Reaktionsmedienbedingungen. Dies kann erfolgen durch einen 
Austausch des Reaktionsmediums oder durch Veranderung der Konzentration 
durch Zusatz welterer Substanzen. 

Im Falle von Formteilen, die zur Aufnahme von FIQssigkeiten geeignet sind 
25 (beispielsweise Pipettenspitzen, ReaktionsgefSBen, Mikrotiterplatten, 
Schlauchen), kann das notwendige Reaktionsmedium in einfacher Weise 
hineingegeben oder aufgesaugt werden. Im Falle von Tauchkorperkugeln, 
Staben, etc. wird der zu behandelnde Oberflachenbereich in das 
Reaktionsmedium eingetaucht. 
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Die erflndungsgemaBen Formtelle eignen slch zur Analyse und Prflparatlon von 
Substanzen, Insbesondere zur spezlfischen Konzentrlerung und 
Probenvorbereitung und zur Anreicherung elner Substanz In elner Probe, zur 
Abrelcherung elner storenden Substanz aus elner Probe, zur Analytmodlfikatlon, 
5 Insbesondere zur spezlfischen Spaltung oder Entfernung von Modlflkation wle 
Phosphaten, Zuckerelnheiten, Fettsaureelnheiten. 

Belsplelswelse kann durch die Technlk der Extraktlon aus, Im Verhaitnls 
zuelnander gesehen, grdBeren GefSBen und der Elutlon In wesentllch klelneren 
GefaBen, elne Konzentrlerung der gewQnschten Substanz Im Verhaitnls der 
10 Volumina der Extraktlons- zu den ElutionsgefSBen errelcht werden, wle dies In 
Figur 11 dargestellt 1st. 

Extraktlon aus Volumen V A = 500 pi 
Elutlon aus Volumen V 2 = 10 pi 

ergibt elne 50fache Konzentrlerung. 

15 Figur 1 zeigt einen Langsschnitt durch elne mlt 85%lger AmeisensSure aktivierte 
Nylon-6,6 Spitze (A: feucht; B: trocken). 

Figur 2 zeigt einen Langsschnitt durch ein mit gesattigter, wassriger 
PhenollSsung aktivlertes Nylon-6 Schlauchstuck (A: feucht; B: trocken). 

Figur 3 zeigt eine Trennung unterschiedllch hydrophober Peptide an einer 
20 aktivierten Nylon-6,6 Spitze. 

Figur 4 zeigt das Ergebnis einer Entsalzung einer Peptidmischung. 

Figur 5 zeigt massenspektroskopische Analysen von humanem Albumin nach 
Spaltung mit Trypsin, das an eine Nylon-6,6 Spitze gebunden 1st. 

Figur 6 zeigt massenspektroskopische Analysen der Spaltung eines 
25 Phosphopeptides mit alkalischer Phosphatase, die an eine Nylon-6,6 Spitze 
gebunden ist. 
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Rgur 7 zelgt eine massenspektroskopische Analyse eines Glucopeptides vor und 
nach elner Spaltung mlt Peptld-N-Glucosidase F, die an elne Nylon-6,6 Spltze 
gebunden 1st. 

Figur 8 zelgt die Ergebnisse einer Entsalzung elner 17-mer-Ollgonucleotldlttsung 
5 mlt Hllfe elner aktlvlerten Nylon-6,6 Spltze. 

Rgur 9 zelgt die Ergebnisse einer Anreicherung von Phosphopeptlden aus einer 
Ldsung. 

Figur 10 zelgt elne Prinzipssklzze, bel der verschledene Reaktanten auf 
verschiedene Oberfiachenberelche elnes Formtells gebunden sind. 

10 Rgur 11 zelgt elne Sklzze elner Anwendung der erfindungsgemSBen Fonmtelle, 
bei der Extraktlon und Elutlon in verschiedenen Volumina erfolgt, um eine 
Konzentrierung der Substanzen zu errelchen. 

Belspiel 1 

AktMerung einer Plpettenspltze 

15 Eine aus Nylon-6,6 bestehende Pipettenspitze wurde durch Anlosen der inneren 
Wandung mittels Arnelsensaure und nachfolgendes Ausfallen des gelosten 
Nylon-6,6 an der Innenwand durch Verdunnen der nylonhaltigen Losung mit 
Wasser aktivlert. 

Eine Pipettenspitze wurde mit folgenden Schritten behandelt: 

20 a) Aufeiehen von 15 pi 85%iger Arnelsensaure, 

b) sofortiges Wachziehen von 4 pi einer gesattigten Matriumchloridlosung zur 
Verdunnung der Ameisens§ure, 

c) Inkubation bei Raumtemperatur fur 2 min,, 

d) AusstoBen der Ameisensaure/Natriumchloridlosung und sorgfaltiges SpOlen 
25 mit Wasser. 

Eine entsprechend behandelte Pipettenspitze 1st in der Figur 1 dargestellt. 



Beispiel 2 
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Aktlvlerung elnes Schlauchtells 

2a) Eln Nylonschlauch bestehend aus Nylon-6 wurde durch Zugabe elner 
wassrlgen PhenollOsung und nachfolgendes AusfSllen des geldsten Nylon-6 an 
der Innenwand durch Acetonzugabe behandelt. Die Aktivlerung erfolgte wie 
5 folgt: 

a) Aufelehen von 15 pi elner gesattlgten wSssrlgen Phenollfisung, 

b) Inkubatlon fQr 10 min bel Raumtemperatur, 

c) Nachziehen von 25 pi Aceton, 

d) 5 mln warten, 

10 e) AusstoBen der Phenol-/Acetonl5sung und mehrfaches SpQIen mlt Aceton. 
Ein entsprechend behandeltes SchlauchstQck 1st In FIgur 2 dargestellt. 
2b) Alternatlv erfolgte elne Aktivlerung des Schlauchstuckes durch 

a) Aufelehen mlt 10 pi 85%iger AmeisensSure, 

b) Inkubatlon fOr 60 sec bel Raumtemperatur, 

15 c) AusstoBen der Amelsensaure und wlederholtes SpOlen mlt Wasser. 

Beispiel 3 

Blndung von Protein an Nylon 6,6 Spltzen 

Eine Mylon-6,6-Spitze wurde mlt Dlmethylformamid, 80%igem Acetonitrll und 
0,1 M Phosphatpuffer pH = 8,0 absorbanzkontrolliert bel 215 nm bis zu elner 

20 maxlmalen Absorbanzdlfferenz von 0,04 gewaschen. AnschlieBend wurde die 
Spitze mlt elner Losung von 0,5 mg Hamoglobin/ml Phosphatpuffer 2 Stunden 
inkubiert. Dann wurde die verblelbende Konzentratlon des Hamoglobins in der 
Losung photometrisch bei 215 nm gemessen und aus der Absorbanzdlfferenz die 
gebundenen Menge berechnet. Unter dlesen Bedingungen konnte keine Bindung 

25 nachgewlesen werden (0 pg/cm 2 Nylonoberflache in sechs Versuchen). 
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In elnem zwelten Experiment wurde elne Nylonspltze zundchst mlt 15 pi 
85%lger Amelsensdure 2 mln bel Raumtemperatur, wle Im Belsplel 1 
beschrieben, aktivlert. AnschlleBend wurde wle oben gewaschen. Dann wurde 
die Spltze - wle oben beschrieben - mlt H3moglobln Inkublert. Aus der 
5 Absorbanzabnahme des HSmoglobins bel 215 nm ergab slch aus vler Versuchen 
elne Blndung von 18,4 pg/cm 2 Oberflache. 

In elnem dritten Experiment wurde elne Nylonspltze wle oben beschrieben mlt 
ArnelsensSure aktivlert. Dann wurde die Spltze mlt 2,9 M Salzsaure, 2,5 h bel 
37°C Inkublert und wle oben gewaschen. Hamoglobln wurde kovalent an 
10 Amlnogruppen des Nylons Ober Polyethylenlmlnspacer mlt Glutaraldehyd 
gebunden. Die Bindung betrug 26,5 pg/cm 2 Oberflache (aus einer 
Doppelbestlmmung). 

Elne vierte Probe wurde wle Probe drel behandelt. An Stelle von Hemoglobin 
wurde Trypsin kovalent an die Amlnogruppen des Nylons gebunden. Die 
15 gebundene Menge von 26,8 pg Trypsin/cm 2 wurde aus einer Aktlvltatsmessung 
mit fluorogenem Substrat bestimmt. 

Beispiel 4 

Fraktionierte Trennung von hydrophoben Peptiden 

Nylon-6,6 Spitzen (25 pi) wurden mit 85%iger Ameisensaure 30 sec angelost 
20 und die Saure durch mehrfaches Waschen mit Wasser entfernt Aus humanem 
Serumalbumln wurde durch Spaltung mit Trypsin elne Mischung definierter 
Peptide hergestellt. In die aktivierte Spltze wurden 7 pi einer Losung mit 1,4 pg 
Peptldmischung in 20 mM Ammoniumbicarbonat mit elnem Zusatz von 
Trifluoressigsaure einplpettlert und nach 5 min Kontaktzeit ausgestoBen. 
25 AnschlieBend wurde die Spitze mit 50 pi einer wassrigen, 0,1% 
Trifluoressigsaurelosung gewaschen. Danach erfolgte die Elution der gebundenen 
Peptide mit je 10 pi wassriger Acetonitrillosung, wobei der Acetonitrilgehalt von 
10 auf 50% schrittweise erhoht wurde. Die Elutionslosung wurde mit MALDI-MS 
untersucht. Die Sequenzen der Peptide konnten durch Abgleich mit einer 
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Datenbank bestimmt werden. Aus der so erhaltenen Aminosduresequenz der 
identifizierten Peptide wurde als MaB fOr die Hydrophoblzltat der Peptide der 
sogenannte "Gravy-Index" berechnet. 

Das VerhSltnls zwischen "Gravy-Index" und anstelgender 
5 Acetonitrilkonzentration 1st In Figur 3 dargestellt. 

Belsplel 5 

Entsalzung einer Peptldmischung 

Eln Nylon-6 SchlauchstQck wurde wle unter 2b) beschrieben aktiviert. Der 
aktivlerte Nylonschlauch mlt elner LSnge von 15 mm und elnem 

10 Innendurchmesser von 1,9 mm wurde auf elne Plpettenspltze gesteckt und 
Intenslv mlt Dimethylformamld, 100% Acetonltrll und 80% Acetonitrll 
gewaschen. Dann wurde der Schlauch mlt 0 / l%Iger wSssriger TrifluoressIgsSure 
Squilibrlert und 10 pi einer Peptldmischung (4,8 nmol/ml, 100 mM 
Natriumchlorid, 50 mM Phosphat, angesauert mit TFA) pipettiert. Nach 5 mln 

15 Kontaktzelt wurde die L6sung ausplpettlert und der Schlauch mlt 10 pi wassriger 
0,l%iger TFA gewaschen. Die gebundenen Peptide wurden mit 10 pi 80%igem 
Acetonitrll in Wasser eluiert 

Figur 4A, oben zeigt das MALDI MS Spektrum vor der Entsalzung. Die Figur 4B 
zeigt das MALDI Spektrum nach Elution der Peptide aus dem Schlauch. 

20 SeispfeO © 

Kovalente Bindung von Tfypsin 

Eine Nylon-6,6-spitze wurde wle folgt aktiviert: 10 \A 80%iger Ameisensaure und 
danach 1 pi gesattigte Kochsalzlosung wurden in die Spitze pipettiert und nach 2 
min ausgestoBen. Dann wurde die Spitze mehrmals mit Wasser gespult In die 
25 so aktivierte Nylonspitze wurden 10 pi einer 2,9 M Salzsaure pipettiert und 2,5 h 
bei 37°C in einer Wasserdampf gesattigten Atmosphare inkubiert, urn die 
Saureamidbindungen des Nylons partiell zu hydrolysleren. Nach Waschen der 
Spitze mit Wasser und 0,1 M Phosphatlosung pH = 8,0 (Pa-Puffer) wurde mit 
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Glutaraldehyd umgesetzt. Dazu wurde die Spitze mlt 10 pi 2,5%iger 
Glutaraldehydl&sung (v/v) In Pa-Puffer 18 mln bel Raumtemperatur Inkublert. 
Nach Intensivem Waschen mlt Wasser und Pa-Puffer erfolgt die Blndung des 
Spacers Polyethylenlmin (PEI) durch Inkubation mlt 10 pi elner l%lgen PEI- 

5 Ldsung In Pa-Puffer (w/v) fOr 1 h bel 37°C Nach dem Waschen mlt Wasser und 
Pa-Puffer wurden Obrlg gebllebene Blndungsstellen durch Inkubation bel 4°C fOr 
mindestens 2h, besser Qber Nacht, mlt 10 pi elner AmlnosSuremlschung aus je 
0,5 mg Phenylalanin, Leucin, Arginln, Glycln und Asparaglnsaure / 1 ml Pa-Puffer 
Inkublert Dann erfolgt elne zwelte Inkubation mlt Glutaraldehyd (2,5% In Pa- 

10 Puffer, 18 mln bel Raumtemperatur). Nach Intensivem Waschen mlt Wasser und 
Pa-Puffer werden 10 pi elner Trypslnlflsung (lmg/ml Pa-Puffer) In die Spitze 
plpettlert und 23 h bel 4°C Inkublert. Dann erfolgt nach Waschen mlt Pa-Puffer 
die Reduktlon der geblldeten Doppelblndungen zwlschen den Aldehydgruppen 
des Glutaraldehyds und den Aminogruppen des Nylons, des PEI bzw. des 

15 Trypsins mlt elner 0,1 M NaBH 4 -L6sung In Pa-Puffer (30 mln bel 
Raumtemperatur). Die Nylonspltze wurde zum Schluss mlt Wasser, Pa-Puffer, 1 
M NaCI-Losung In Pa-Puffer, 0,5% Octylglycosld In Pa-Puffer und Pa-Puffer 
gewaschen. Die gebundene Trypslnmenge wurde mit dem fluorogenen 
Trypslnsubstrat Bz-Arg-AMOHCI bestlmmt. Dazu wurden uber elnen Zeltrum von 

20 je 2 mln Jewells 10 pi aus elnem Gesamtvolumen von 150 pi elner 
Substratlosung (25 pM Bz-Arg-AMC-HCI In 20 mM NH4HCO3, das 0,5% n- 
Octylglycosld enthalt) mit dem CyBI-Well Multipipettor aufgezogen und unter 
Schutteln auspfppetiert. Das gebildete AMC wurde bel 360/440 nm mlt elnem 
Fluores2enzreader gemessen und mit mitgefuhrten AMC Eichwerten vergllchen. 

25 Der Test ergab elne gebundene Trypslnmenge von 5,9 pg. 

Die Spitze wurde wlederholt zum Verdau unterschiedlich konzentrierter 
Humanserumalbumlnlosungen (HSA) elngesetzt. Die gespaltenen Peptide 
wurden im MALDI-MS nachgewiesen. Figur 5 zeigt zwel MALDI-Spektren von 
HSA-Peptiden nach jeweils 10 min Trypsinverdau. Rgur 5A zeigt das 
30 Spaltungsergebnls von humanem Albumin bel der ersten (oben) und Figur 5B 
bel der sechsten Benutzung. Die Spitzen sind also fur mehrfachen Elnsatz 
hinreichend stabil. 
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Belsplel 7 

Spaltung elnes Phosphopeptfds mlt alkallscher Phosphatase 

An elne Nylon-6,6 Spltze, aktlvlert durch Anldsen mlt 10 pi 85%1ger 
Ameisensdure 30 sec und Ausfailen mlt Wasser, wurde gerelnlgte alkalische 

5 Phosphatase (AP) aus KSIberdarm mlt gerlngen Anderungen der Prozedur analog 
Trypsin (Belsplel 6) kovalent gebunden. Nach der zwelten 
Glutaraldehydaktlvlerung wurde die Spltze Intenslv mit 20 mM NaHC0 3 -L6sung 
an Stelle des Phosphatpuffers gewaschen. Die AP wurde zur Blndung als Lfisung 
von 1.38 mg/ml In 60 mM NaHC0 3 eingesetzt. 10 pi dleser LSsung wurden In die 

10 Nylonspltze plpettiert und 23 h bel 4°C Inkublert. Nach der Inkubatlon wurde die 
AP-L6sung ausplpettlert und spSter mlt den WaschlSsungen vereinigt. Dann 
wurde die Spltze mit 8 x 10 pi 25 mM Diethanolamin/HCI, pH = 9,8 (DEA) 
gewaschen. In den vereinlgten Waschlosungen wurde die Aktlvltat der AP mlt p- 
Nitrophenylphosphat als Substrat In 1 M DEA, pH = 9,8 photometrlsch bestimmt 

15 und mlt der elngesetzten AP-Menge verglichen. Aus der Abnahme der AP-Menge 
wurde In Kenntnis der spezifischen Aktivitat auf die an die Spltze gebundene 
Menge AP von 6,5 pg geschlossen. Die Reduktion der Doppelbindungen mlt 
NaBH 4 erfolgte in 0,1 M NaHC0 3 . NaHC0 3 wurde auch fur die nachfolgenden 
Waschschritte an Stelle von Phosphatpuffer eingesetzt. Die Aktivitat der 

20 gebundenen AP in der Spitze wurde durch Spaltung eines Phosphopeptids mit 
Hilfe der MALDI-MS untersucht. 8 pi einer Losung von 1,6 pg eines 
Phosphopeptids in 20 mM DEA pH = 9,8 wurden in die Spitze pipettiert und 5 
min bel Raumtemperatur inkubiert. Das MALDI Spektrum der negativen Ionen 
nach 5 min Inkubation zeigt, dass das Phosphopeptid (monoisotopische Masse 

25 1238,35 Da) nlcht mehr nachweisbar ist. Das Erscheinen eines neuen Peaks 
(monoisotopische Masse 1158,35 Da) mit einer um 80 Da reduzierten Masse 
zeigt die Abspaltung einer Phosphatgruppe (Figur 6). 

Beispiel 8 

Spaltung eines Glucopeptids 
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Elne Nylon-6,6 Spitze - analog Betsplel 7 - wurde wle fblgt behandelt: 
Inkubatlon mlt 10 pi 2,9 M HCI (2,5 h 37°C), 

Glutaraldehydblndung (10 pi 2,5% Glutaraldehyd In 0,1 M Pa-Puffer pH = 8,0, 
18 mln bel Raumtemperatur), 

Blndung des PEI-Spacers (10 pi l%lge PEI-Lfisung In 0,1 M Pa-Puffer 1 h bel 
37°C), 

Blockung mit einer AminosMuremlschung (10 pi einer Mischung aus je 0,5 mg 
Phenylalanln, Leucln, Arglnln, Glycln und AsparaglnsSure / 1 ml Pa-Puffer, 2 h 
bel 4°C), 

Glutaraldehydblndung (wie oben) 

Hleran wurde PNGase F der Flrma Boehringer (10 pi mlt 0,2 U/ml, 23 h bel 4°C) 
gebunden. Danach erfolgte die Reduktlon mlt NaBH 4 und Waschungen wle im 
Belsplel 6 fOr Trypslnblndung beschrieben. Die Nylonspltze wurde nach jeder 
Inkubatlon grflndlich mlt Pa-Puffer gewaschen. 

15 Der IMachwels der Blndung von enzymatlsch aktlver PNGase F wurde durch 
Deglycosyllerung eines Glycopeptides gefuhrt, das aus einem tryptlschen Verdau 
von alkalischer Phosphatase chromatographisch gerelnlgt wurde. 

10 pi einer Losung von 0,5 pg des Glycopeptids In 10 mM Tris/HCI pH = 8,3 
wurden In die Nylonspltze plpettiert und 20 h bel Raumtemperatur inkublert. 

20 Figur 7 zeigt das Massenspektrum vor (7A) bzw. nach der Inkubation (7B). Die 
Kohlenhydratreste slnd abgespalten. 

Ekslspiel 9 

Entsalzung eines Oligonucleotfds 

Eine, wie Im Beispiel 1 beschriebene, aktivierte Nylonspltze wurde mit einer 
25 wassrigen 0,1% TFA-Losung aqullibriert. Dann wurden 10 pi einer Lfisung eines 
17-mer Oligonucleotids (25 pmol/lpl) in 5 mM EDTA, 100 mM NaCI, 1 mM MgCI 2 
und 10% Glycerol, pH = 5,2 in die Spitze plpettiert. Nach 10 min Kontaktzeit 
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wurde die Lfisung ausgestoBen und die Spltze mit 3 x 10 |il wSssriger 0,1% 
TFA-L6sung und 3 x 10 pi 0,1% TFA / 40% Acetonitril-USsung gewaschen. Die 
Elution erfolgte mit 6 pi einer Lftsung von 50% Acetonitrll 50 mM NH 4 OH pH = 
9,0. Figur 8 zeigt die MALDI Spektren der Ausgangslfisung (A) und (B) nach 
5 Entsalzung an der Nylonspltze. 

Belsplel 10 

Hersteflung efnes Moduls zur Anrelcherung von Phosphopeptiden aus efner 
Peptldmlschung 

1) Herstellung des Moduls 

10 a) Aktivierung mit Phenol und Salzsdure 

Das Modul, das aus acht Nylon-6 Staben besteht, wurde zunSchst mit 
Chloroform entfettet und danach 15 mm tief fur 10 min in eine gesSttigte 
wSssrige Phenolldsung getaucht. 

AnschlieBend wurde das angeldste Nylon durch Eintauchen fQr 5 mln In 100% 
15 Aceton an den Staben ausgefallt und danach mehrmals grundlich mit 100% 
Ethanol gespult. 

Nach dem SpQIen erfolgte eine weitere Freisetzung reaktiver Gruppen durch 
Inkubation fQr 2,5 Stunden bei 37°C mit 2,9 M HCI. AnschlieBend wurde 
mehrmals grundlich mit Wasser gewaschen. 

20 b) Aktivierung mit Bisoxlran 



Das zuvor mit Phenol und Salzsaure aktivierte Modul wurde fur 20 h bei 80°C 
unter standlgem SchOtteln in 10 ml einer Losung aus: 

• 9 ml Bisoxiran 

• 1 ml 100% Ethanol 

25 ^ 1ml 25 mM wassrigen Natriumcarbonatlousng (pH= 11) 



Inkubiert und anschlieBend mehrmals sorgfaltig mit Wasser gewaschen. 
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a) Immobilisation von Imlnodlesslgsaure (IDA) 

Das zuvor mit Blsoxlran aktlvlerte Modul wurde fQr 20 h be) 50°C unter 
standlgem SchQtteln In 10 ml elner gesSttlgten Lttsung aus: 

• 1 g IDA geldst In 
5 • 10 mL einer 25 mM wSssrigen Natriumcarbonatldsung (pH = 12) 

Inkublert und anschUeBend wlederum gKlndHch mlt Wasser gewaschen. 

a) Bindung von Kupfer-(II)-Ionen 

Das Modul mlt Immoblllslertem IDA wurde fQr 1 h bel Raumtemperatur unter 
standigem Schutteln In 10 ml einer Losung aus: 

10 • 10 mM Kupfer-(II)-Ch!orld gelbst In 
o 50 mM Na-AcetatpufFer (pH = 5) 

Inkublert, wobel die 10 ml Losung nach 30 mln gegen 10 ml der glelchen 
Losung ausgetauscht wurde. 

2) Einsatz des Moduls zur Phosphopeptidanrelcherung 

15 Ein Nylonstab des so hergestellten Moduls wurde etwa 10 min In 300 pi einer 
Losung aus tryptischen Peptiden von Humanserumalbumin (1,28 nmol) und 
einem Phosphopeptid (1,8 nmol) in 50 mM MES-Puffer (N- 
mopholinoethansulfonsaure) pH = 5,5 mit 10% Acetonitril (ACN) getaucht. Der 
Stab wurde dreimal mlt je 170 pi 45,5 mM MES-Puffer pH = 5,5 in 40% ACN und 

20 zweimal mit Wasser gewaschen. Danach wurde mit 30 jjl einer 1% NH 4 OH- 
Losung in 40% ACN eluiert 

Figur 9 zeigt die negativen MALDI Spektren A) der Mischung von Phosphopeptid 
mlt HSA-Peptiden und B) nach Elution vom Metall-Chelat-Nylonstab. 
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PatentansorUche 

1. EinstUckiges Formteil aus Kunststoff zur Analyse und Preparation von 
Substanzen mlt mindestens elnem Oberfiachenbereich und elnem 
Innenberelch, 

5 wobel der mindestens elne Oberfiachenbereich eln offenporiges, 
dreidlmenslonales Netzwerk 1st. 

2. Formteil gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass der Innenberelch 
kelne offenen Poren aufwelst. 

3. Formteil nach elnem der Ansprtiche 1 oder 2 dadurch gekennzelchnet, dass 
10 der Kunststoff ausgewahlt wird aus Polyamiden, Polysulfonen, Polyestern, 

Polycarbonaten sowle Copolymeren und Mlschungen derselben. 

4. Formteil nach elnem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
an den mindestens elnem Oberfiachenbereich mindestens teilweise 
Reaktanten gebunden sind. 

15 5. Formteil nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktanten 
ausgewahlt sind aus Proteinen, Nukleinsauren, Kohlenhydraten, Lipiden, 
Affinitatsliganden, Effektoren von Enzymen. 

6. Formteil nach einem der Ansprtiche 4 Oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Reaktanten Qber reaktive Seitengruppen des Kunststoffs gebunden sind- 

20 7. Formteil nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Formteil als Pipettenspitze, Mikroplatte, Schlauchstuck, Stab, Einzel- 
oder MehrfachgefaB, Tauchkfirperkugei oder Platte ausgebildet ist. 

8. Verfahren zur Herstellung eines Formteiis nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, 
bei dem ein einstuckiges Formteil aus Kunststoff an mindestens einem 
25 Oberfiachenbereich partiell gelost wird, urn mindestens einen offenporigen 
Oberfiachenbereich zu erzeugen, der ein dreidimensionales Netzwerk ist. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzelchnet dass, vor, glelchzeltlg 
oder nachtrflglich zur partiellen L6sung des Oberfiachenbereiches eine 
chemische Aktivlerung des Oberfiachenbereiches erfolgt. 

10. Formteil erhaltlich durch eln Verfahren nach Anspruch 8 oder 9. 

5 11. Verwendung elnes Formtells nach mindestens elnem der AnsprQche 1 bis 7 
zur Analyse und Preparation von Substanzen. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnet, dass das Formteil 
zur Identlfikatlon und Quantifikation von Analyten, insbesondere zur 
spezifischen Konzentrierung und Probenvorbereitung eingesetzt wird. 

10 13. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzelchnet, dass das Formteil 
zur Anreicherung einer Substanz in elner Probe, zur Abrelcherung einer 
storenden Substanz aus einer Probe, zur Analytmodlfikation, insbesondere 
zur spezifische Spaltung oder Entfernung von Modlfikation wle 
Phosphatgruppen, Zuckerelnheiten, Fettsaureeinheiten eingesetzt wird. 
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Fig. 4 
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Fig. 5 
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